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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnomnten 

@ Optisches Array-Systenn und Reader fiir Mikrotiterplatten 

(§) Ein optisches System mit Unsenarrays (2i, 7) und nor- 
malen Linsen (41. 5, 42} ist besonders geeignet als massiv 
paralieler (ca. 10 Kanale) Reader fur Mikrotiterplatten (1) 
und dergleichen in Absorption, Fluoreszenz und Lumines- 
zenz. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein optisches System zur Erfassung 
eines Gegenstandsarrays, besonders in der Ausfiihrung als 
"Reader" fUrMikrotiterplatten. 

In der pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung wie in der 
molekuiarmedizinischen Diagnose werden Fluoreszenz-, 
Lumineszenz- und Absorptions-Untersuchungen von riesi- 
gen Zahlen kleinster Probenmengcn benotigt. Hicrbci ist cin 
hoherProbendurchsatz bei der Messung von groBter Bedcu- 
tung. 

Besonders anspruchsvoll sind Kinetikinessungen, deren 
Zeitkonstanten einem hohen Durchsatz im Wege slehen. 

Zur Bereitstellung der Proben slehen Mikroliterplatlen 
mil gerastert angeordneten Kleinst-Probenbehaltem in Stan- 
dard-Ausfuhrungen niit z. B. 96 oder einem Vielfachen da- 
von, z. B. 384 oder 1536, Probenbehaitem (Multi-Well-Mi- 
croplatten) zur Verfugung. Altemativ sind auch sogenannte 
Substanz-Chips als Probentragerin Gebrauch. 

Ein derartiger Reader wird beispielsweise von der Firma 
Molecular Devices Corp. USA unter der Bezeichnung 
SPECTRAmax(R) PLUS angeboten. Eine LichtqueUe und 
ein Monochromator sind uber 8 Lichtleilfasern mil 8 Spie- 
geloptiken zur Durchlichtbeleuchlung Jewells eines Proben- 
behaiters und mil 8 messenden Photodetektoren verbunden. 
Es ist also eine achtfache Parallelinessung nioglich. 

Aufgabe der Erfindung ist es, eine optische Anordnung 
anzugeben, die es ermoglicht, einen derartigen Reader mil 
massiv paralleler Messung auszustatten und so den Proben- 
durchsatz auch bei Kinematikmessungen massiv zu stei- 
gem. Dabei soli ein hoher Wirkungsgrad der Lichtwege und 
ein kompakter, moglichst einfacher Aufbau erreicht werden, 

Selbstverstandlich ist eine hohe MeBempfindlichkeit zu 
gewahrleistcn. 

Ein optisches System nach Anspruch 1 lost diese Auf- 
gabe. Es wird zur Detektion ein Deteklorarray vorgesehen, 
das z. B. als CCD-Array zur Verfugung steht. Klassische 
Optik mil klassischen Lin sen uber den ganzen Querschnilt 
wird mit Linsen- Arrays kombiniert. Damit wird sowohl eine 
maBstabgerechte Abbildung des gesamten erfaBten Gegen- 
standsbereichs (Mikrotiterplatte) auf das CCD-Array er- 
reicht als auch eine geeignete Abbildung von Bereichen der 
einzelnen Wells der Mikrotiterplatte auf das CCD- Array 
(zwei verschiedene MaBstabe), bei strikter Kanaltrennung 
zwischen den verschiedenen Wells. 

Vorteilhaft werden dabei die in den Unteranspruchen an- 
gegebenen Merkmale erganzt. Dazu gehoren ein Teleskop - 
einlinsig uber den Querschnilt ein Mikrolinsenarray vor 
dem Deteklorarray und die Integration einer Auflichtbe- 
leuchtung. Letztere ergibt mil geringstem Aufwand durch 
doppelte Nutzung der optischen Elemente einen besonders 
gulen Wirkungsgrad und besondere Rauschunterdriickung 
dadurch, dafi genau das Probenvolumen ausgeleuchtet wird» 
das auch vom Nachweisstrahlengang erfaBt wird. 

Mit einem Lochblendenarray kann eine weitere Storun- 
terdriickung erreicht werden. 

Naher erlautert wird die Erfindung anhand der Zeich- 
nung. 

Fig. 1 zeigt schematisch eine erfindungsgemaBe optische 
Anordnung in einer ersten Ausfiihrung; 

Fig, 2 zeigt schematisch einen erfindungsgemaBen Rea- 
der. 

Die Darstellung der Fig. 1 zeigt von alien Array-Eleinen- 
len jeweils nur drei Exemplare, urn Ubersichtlich das Prinzip 
darstellen zu konnen. Eine praktische Ausfiihrung sieht in 
Anpassung an gebrauchliche Mikrotiterplatten Arrays von 8 
X 12 = 96 Elementen (Pixeln) vor. 

Ein Gegenstandsarray 11, 12, 13 wird von der Mikrotiter- 
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plane 1 mil Vertiefungen (Wells) und darin eingelagerten 
Substanzproben UO, 120, 130 gebildet. Das gleiche Raster- 
maB weisl das Mini-Linsenarray 21, 22, 23 auf, das aus kon- 
venlionellen kleinen Linsen zusanimengebaul ist und mit ei- 
5 ner Brennweile von f = 7,5 und einer numerischen Apertur 
von ca. 0,6 das Lichl von einem zentralen Bereich 11, 12, 13 
der Proben 110, 120, 130 effektiv einsammell. In der Zwi- 
schenbildebene im Abstand von 380 mm ist eine Loch- 
blende 3 angeordnet, welche cin Ubersprechen zwischen 
10 den einzelnen Array-Elcmenten unterbindet. 

Das folgende Teleskop aus den Linsen 41 und 42 verklei- 
nerl den Bundeldurchmesser von 130 mm auf 15 nun in An- 
passung an die Abmessungen des CCD- Arrays. Die dazwi- 
schen angeordnele Feldlinse 5 sorgl fur die Abbildung des 
15 Zwischenbilds und damit des Gegenstandsarrays 11, 12, 13 
auf die Elemente des CCD- Arrays 6. 

Die gesamte "Kollektiv"-Optik 41, 5, 42 ist in ihrem 
Durchmesser nur durch die GroBe der Mikrotiterplatte 1 
bzw. des Gegenstandsarrays 11, 12, 13 beslimmt. Dagegen 
20 miiBte eine normale CCD-Kamera mit der gleichen numeri- 
schen Apertur von 0,6 weitaus groBcre Linsen haben. Dies 
wird dadurch ennoglicht, daB die numerische Apertur des 
erfindungsgemaBen optischen Systems durch die Elemente 
21, 22, 23 des Mini-Linsenrasters beslimmt wird. 
25 Das wichtigste an der Anordnung ist, daB frei von Uber- 
sprechen jeder Probe 110, 120, 130 genau eine Bildzone auf 
dem CCD-Array enispricht. 

Fur Ruoreszenz- oder Absorptions-Messungen ware eine 
Beleuchtungseinrichtung zu erganzen, z. B. in der Art, wie 
30 sie mit Fig. 2 naher erlautert wird. 

Fur Lumineszenzmessungen ist die Anordnung der Fig. 1 
bereits unmitlelbar geeignet, allerdings wird dafur eine etwa 
Zehnfache Brennweile des Linsenarrays 21, 22, 23 bevor- 
zugt, womit das erfaBte Probenvolumen anwachst. 
35 Die Anordnung der Fig. 2 ist als Ruoreszenz-Reader aus- 
gelegl. Zunachsl hat sie die gleichen Elemente wie die Fig. 
1, namlich Mikrotiterplatte 1 mil Wells lli, Mini-Linsenar- 
ray 2i mil 96 Linsen, groBe (41) und kleine (42) Telesko- 
plinse, dazwischen die Feldlinse 5 und das CCD-Array 6. 
40 Abweichend kollimiert jedoch das Mini-Linsenarray 2i, es 
gibl keine Lochrasterplalte, jedoch ein Mikro-Linsenarray 7 
unmitlelbar vor dem CCD-Array 6 mit 96 Mikrolinsen, wel- 
che koUektiv in Mikrostrukturtechnik hergestellt sind und 
die Abbildung in die Detektorzellen des CCD-Arrays 6 be- 
45 wirken. 

Es wird dabei ein RaslermaB auf dem CCD-Array von 
etwa vierzig Detektorzellen im Durchmesser erreicht, in 
dem etwa ein Spot vom zwanzig Detektorzellen im Durch- 
messer von jedem Probenelement ausgeleuchtet wird. 

50 Zwischen der Teleskoplinse 42 und dem Mikro-Linsenar- 
ray 7 ist ein Einkoppelspiegel 8 (dichroitischer Spiegel) an- 
geordnet Eine Beleuchtungseinrichtung 9 gibl iiber Licht- 
leilfasern 91 und Kondensor 92 Beleuchlungslichl auf den 
Spiegel 8, das iiber das schon beschriebene optische System 

55 genau an die Slellen auf der Mikrotiterplatte 1 geleitet wird, 
die auf den CCD-Deteklor 6 abgebildet werden. Das Licht 
der Beleuchtungseinrichtung 9 wird daher optimal fur die 
Messung ausgcnutzt. Storungcn durch Beleuchlung der 
Struktur der Mikrolilerplatie 1 und dergleichen enlfallen. 

60 Die Beleuchtungseinrichtung kann aus einer WeiBlicht- 
quelle, z. B. einer Xenon-Gascntladungslampe, beslehen, 
auch kombiniert niit einem Monochromator zur Ausbildung 
eines Spektxopholomelers. 
Auch eine Linienquelle, z. B. ein Laser, kommt in Frage. 

65 Mil einer diskrelen Scan-Einrichtung fUr die Relativbe- 
wegung von Mikrolilerplalte 1 und Mini-Linsenarray 2i ein- 
schlieBlich der gesamten optischen Anordnung kann z. B. 
eine 384-Well-Mikrotilerplatte mit vier Stellungen nachein- 



DE 197 48 

3 

ander komplett ausgelesen werden. 

tfbliche Filter in Beleuchtungs- und Nachweisstrahlen- 
gang zur TVennung von Beleuchtungs- und Huoreszenzlicht 
konnen zur Anpassung an verschiedene Wellenlangen zu- 
sammen mit dem dichroitischen Spiegel in einem auswech- 5 
selbaren Modul angeordnet sein und so einen schnellen 
Wechsel des Fluoreszenzsystems ermoglichen. 

Aus dem gleichen Grund wird vorzugsweise zumindest 
das gegcnstandsseitigc Linsenarray 2i achromalisicrt, indcm 
jedc einzelne Linsc durch cine Linscngruppe mit achromati- 10 
scher Korrektur ersetzl wird. Als Spektralbereich wird dann 
typischerweise etwa 350 bis 800 nm vorgesehen. 

Wird der Strahlteiler 8 nicht dichroitisch ausgebildet und 
wird uber der Mikroliterplatte 1 ein Spiegel angeordnet, so 
kann einfach eine Anordnung zur Absorptionsmessung ana- 15 
log dem beschriebenen Gerat der Firma Molecular Dyna- 
mics abgeleitet werden. NatUrlich kann auch eine Auflicht- 
beleuchtung vorgesehen werden. 

Die Anordnung ist konfokal in dem Sinne, daB ein in der 
Probe raumlich begrenzter Beleuchtungsfleck mit einem 20 
raumlich begrenzten Detektionsbereich iiberlagert wird. Die 
Blende im Beleuchtungsstrahlengang kann das Faserende 
Oder eine Leuchtfeldblende darslellen, die Blende im Detek- 
tionsstrahlengang kann durch seleklives Auslesen der CCD- 
Pixel im Bereich der einzelnen Beleuchtungsflecken, durch 25 
ein Lochblendenarray vor der CCD-Kainera oder durch eine 
Feldblende im Bereich der Feldlinse erzeugt werden. 

Auch eine Durchlichtbeleuchtung kann mit dieser Konfo- 
kalitat realisiert werden, wenn ein entsprechendes Linsenar- 
ray wie das Linsenarray 2i vorgesehen wird. 30 

Bei der Ausfuhrung als Reader fur Fluoreszenzmessun- 
gen wird vorzugsweise ein Fokusdurchmesser von 50 bis 
500 |im, besonders 150 pm, bei einer numcrischen Apertur 
von 0,6 bis 0,7 vorgesehen. 

Als Reader fiir Lumineszenz wird der Fokusdurchmesser 35 
besser dem Topfchendurchmesser (Durchmesser eines 
Wells) von 3 bis 4 mm bei 384er Mikrotiterplatten angepafit. 

FluoreszenzkorrelalionsspekUroskopie (FCS) kann mit 
dem gleichen optischen Konzept parallelisiert und damit fiir 
High-Throughput-Anwendungen tauglich werden, Fiir ein 40 
gutes Signal-Rausch-Verhaltnis ist hier jedoch die Reduzie- 
rung des MeBvolumens in den Bereich von Femtolitem mit 
einem Fokusdurchmesser von 0,1-10 pm vorteilhaft. Die 
minimale Korrelationszeit ist jedoch durch die Tntegrations- 
und Auslesezeit des CCD-Arrays begrenzt. Parallel ausles- 45 
bare Detektor- Arrays wie APD-Arrays sind daher in dieser 
Anwendung zu bevorzugen. 

Zur leichten Anpassung an die unterschiedlichen MeBver- 
fahren wird daher ein modular aufgebauter Reader vorge- 
schlagen, bei dem das probenseitige Linsenarray 2i aus- 50 
tauschbar ist. 

Es sind damit folgende Vorteile der Erfindung hervorzu- 
heben: 

- Hohe Kanalzahl mit groBenordnungsmaBig lO^ Ka- 55 
nalen ist gut mogHch und ergibt wirkungsvoUe Paralle- 
lisierung, 

- Eine hohe Fluoreszenz-Nachweisempfindlichkeit ist 
durch die groSe mogliche Apertur der Einzellinsen 21, 
22, 23 des Mini-Linsenarrays gegeben. 60 

- Eine geringe Lcistung der Lichtquelle 9 ist ausrci- 
chend, weil die Beleuchtung sUoikturiert erfolgt und die 
hohe Fluoreszenz-Nachweiseinpfindlichkeit gegeben 
ist. 

- Eine starke Unterdriickung von storender Fluores- 65 
zenz von auBerhalb des MeBvolumens (typisches MeB- 
volumen bei Ruoreszenzmessungen fiir Mikrotiterplat- 
ten und 96-Kanal-Optik: wenige Nanoliter) durch die 
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konfokale Detektion erlaubt die Messung von homoge- 
nen Proben trotz moglicherweise starker Fluoreszenz- 
konzentrationen auf dem Boden durch Ausfallungen 
und trotz starker Eigenfluoreszenz der B6den und 
Wande der Wells in der Mikroliterplatte. 

- Eine UnabhSngigkeit von der FUllhohe bei Fluores- 
zenzmessungen wird durch die Konfokalitat ebenfalls 
bewirkt. 

- Fluoreszenzfilter und Strahlteiler mit Standardma- 
Bcn (Durchmesser im Bereich von 25 nun) konnen ver- 
wendet werden, da die groBen Abmessungen der Mi- 
krotiterplatten durch das Teleskop verkleinert werden 
(Durchmesser am CCD- Array ca. 15 mm). 

- Das Obersprechen zwischen benachbarten Proben 
(Wells) ist durch die lokale Beleuchtung und konfokale 
Detektion prinzipiell gering und kann durch eine Loch- 
maske oder Stege zwischen den Linsenelementen der 
Linsenarrays und simultane Verwendung z. B. nur je- 
des zweiten Wells (z. B. 96-Kanal-Detektion bei 384er- 
Mikrotiterplatten) weiter reduziert werden. 

- Die Datenerfassung ist auch bei der hohen Kanalzahl 
durch Verwendung eines CCD- Arrays einfach. 

- Rexibilitat im Fonnat ist gegeben, da das 96er Ra- 
ster des Readers auch zu hoher integrierteh Mikrotiter- 
platten (z. B. 384, 864, 1536 Wells) und zu sogenann- 
ten Zell-Chips und DNA-Chips paBt. 

- Kinetische Fluoreszenzmessungen werden durch die 
Vielkanalausfiihrung besonders unterstiitzt. 

- An zellbasierten Arrays konnen Fluoreszenzmessun- 
gen durch Fokussierung des Linsenarrays 2i auf Zellen, 
die auf dem Boden des Wells aufgebracht sind, durch- 
gefiihrt werden. Ortsaufgelostes Auslesen der individu- 
ellcn, hier moglichst groBen Spots auf der CCD mit ei- 
ner Auflosung von etwa der ZcllgroBe oder besser er- 
laubt eine wesentlich detailliertere, ortsaufgeloste Ana- 
lyse der biologischen Funktion der zu untersuchenden 
Substanz. Elieses High Content Screening (HCS) er- 
laubt z. B. den Vergleich der Ruoreszenzkonzentratio- 
nen auBerhalb, auf und innerhalb der Zelle und im Zell- 
kem. Auch hier ist die Kinetik wichtig. 



Patentanspriiche 

1. Optisches System mit einem Linsenarray (21-23) 
und einer Feldlinse (5), das ein Gegenstandsarray 
(11-13) auf ein Detektorarray (61-63) abbildet. 

2. Optisches System nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichneUdaB zwischen Linsenarray (21-23) und 
Feldlinse (5) und dieser und dem Detektorarray 
(61-63) je eine Linse (41, 42) eines Ifeleskops angeord- 
net ist. 

3. Optisches System nach mindestens einem der An- 
spriiche 1-2, dadurch gekennzeichnet, daB vor dem 
Detektorarray (6) ein Mikrolinsenarray (7) angeordnet 
ist. 

4. Optisches System nach mindestens einem der An- 
spriichc 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB eine Auf- 
lichtbeleuchtiing (9, 91, 92) intcgriert ist. 

5. Optisches System nach mindestens einem der An- 
spriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB ein Loch- 
blendenarray (3) zwischen Linsenarray (21-23) und 
Feldlinse (5) angeordnet ist. 

6. Opdsches System nach mindestens einem der An- 
spriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB das Gegen- 
standsarray eine Mikrodterplatte (1) gefullt mit der zu 
untersuchenden Probe oder ein Substanz-Chip ist. 

7. Optisches System nach mindestens einem der An- 
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spruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daS das Detek- 
torarray (6) ein (XD-Array oder ein Photodioden-Ar- 
ray ist. 

8. Anordnung nach mindestens einem der Anspriiche 
1-7, gekenn/xichnet durch die Ausbildung als Reader 
fiir Mikrotiterplatten mil Absorption, Fluoreszenz ein- 
schlieBlich Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, 
Oder Lumineszenz. 

9. Spektrophotomctcr, dadurch gekennzeichnet, daB cs 
ein optisches System nach mindestens einem der An- 
spriiche 1-8 enthalt. 
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